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RESUMEN

Introduccion: el pénfigo folidceo endémico (PFE) ha sido descrito a
principios de los afos 50 en la selva peruana. En el 2006, Ortega y col.
reportaron la presencia de anticuerpos anti-desmogleina 1 en Pueblo
Libre, Ucayali. Sin embargo, no existen reportes inmunologicos sobre
los familiares de pacientes con PFE en la zona.

Objetivos: comparar las caracteristicas inmunopatologicas de los sujetos
sanos de Pueblo Libre (Campo Verde-Ucayali) endémico para pénfigo
foliaceo, con familiares sanos de pacientes con PFE y controles sanos
de areas no endémicas.

Material y métodos: estudio prospectivo y multicéntrico realizado de
junio a agosto del 2006 que incluyo a 41 sujetos sanos de la comunidad
de Pueblo Libre, 11 familiares de pacientes con PFE y 20 sujetos sanos
de areas no endémicas de la enfermedad de los que se obtuvo muestras
de sangre para la realizacion del estudio inmunopatologico (ELISA para
anticuerpos anti desmogleina 1 y anti desmogleina 3) comparandose
las caracteristicas de cada grupo de investigacion. Para fijar los valores
de corte se realizo la estandarizacion del ELISA usando el analisis de
caracteristicas operativas del receptor (ROC).

Resultados: en Pueblo Libre se encontrd una prevalencia de anticuer-
pos anti desmogleina 1 de 46,3%. El patron predominante fue el IgG2
(62,5%) y el IgG1 (56,3%). En el 31,7% se detectd anticuerpos anti-
desmogleina 3. Existi6 alta correlacion entre los valores indice de anti-
cuerpos anti desmogleina 1 y anti desmogleina 3 (r=0,76), significativa a
un nivel a=0,01. Para los familiares de los pacientes con PFE, el 45,5%
fueron positivos para anticuerpos anti-desmogleina 1 con un patrén
predominante IgG1 (63,6%) e IgG2 (54,5%). Se detectd anticuerpos
anti-desmogleina 1 en el 10 % de sujetos sanos de areas no endémicas;
no se detect6 anticuerpos anti desmogleina 3 en este grupo.
Conclusiones: las personas sanas expuestas a factores ambientales de
los focos endémicos de PFE y los familiares de pacientes desarrollan
anticuerpos no patogénicos anti desmogleina 1 y 3 con caracteristicas
inmunopatologicas similares.

Palabras clave: pénfigo folidceo endémico, sujetos sanos de areas
endémicas, familiares de pacientes con PFE.

ABSTRACT

Introduction: endemic pemphigus foliaceus (PFE) has been described
at the beginning of the 50s in the peruvian forest. In 2006,0rtega &
col. reported the presence of desmoglein 1 antibodies in Pueblo Libre,
Ucayali. Nevertheless, immune reports does not exist on patients
relatives with PFE in the zone.

Objetives: to compare the immunopathologic profiles of healthy subjects
from Pueblo Libre (an area in Ucayali, endemic for pemphigus foliaceus),
with healthy relatives of patients with endemic pemphigus foliaceus (EPF)
and healthy controls from non-endemic areas.

Materials and methods: this is a prospective multicentric study
performed from June to August 2006. The sample consisted of 41 healthy
subjects from the Pueblo Libre community, 11 relatives of EPF patients
and 20 healthy subjects from non-endemic areas. Blood samples were
obtained for immunopathologic studies (ELISA technique for antibodies
against desmoglein-1 and desmoglein- 3). The immunopathologic profiles
of each group were compared. Standardization of ELISA was performed
using the analysis of receptor operative characteristics (ROC) to find
appropriate cut-off values.

Results: in Pueblo Libre, the prevalence of antibodies against desmoglein-1
was 46,3%. The predominant pattern was 56,3% for IgG1 and 62,5% for
1gG2. Antibodies against desmoglein-3 were found in 31,7% of the sample.
A high correlation was found between the index values of antibodies against
desmoglein-1 and desmoglein-3. (r=0.76); this is statistically significant,
with an alpha = 0,001. The frequency of antibodies against desmoglein-1
was 45,5% in the relatives of EPF patients, the predominant pattern was
63,6% for IgG1 and 54,5% for IgG2. Antibodies against desmoglein-1
were detected in two healthy subjects from non-endemic areas, antibodies
against desmoglein-3 were not detected.

Conclusion: healthy subjects who are exposed to environmental factors
in a focus of endemic pemphigus foliaceus and the relatives of patients
with EPF develop non-pathogenic antibodies against desmoglein-1 and
-3 with similar immunologic profiles.

Key words: endemic pemphigus foliaceus, EPF, healthy subjects from
endemic areas, relatives of EPF patients.
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INTRODUCCION

El pénfigo folidceo endémico (PFE) es una enfermedad
ampollar autoinmune endémica en areas de la amazonia
peruana'* La enfermedad histologicamente se caracteriza
por acantolisis subcorneal e inmunologicamente por la
presencia de autoanticuerpos circulantes IgG4 contra
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la glicoproteina desmosomal del grupo de las caderinas
identificada como desmogleina 1 del epitelio escamoso
de la piel*”.

La produccion de anticuerpos estaria vinculada a la
presencia de antigenos ambientales existentes en los focos
endémicos los cuales desencadenarian reaccion cruzada
con las células de la epidermis>'?. Adicionalmente, se
sabe que sujetos sanos expuestos a la ecologia de los
focos de PFE desarrollan anticuerpos anti-desmogleina
1 como un trastorno inmunoldégico previo al desarrollo
de la enfermedad la cual se desencadenaria en individuos
genéticamente predispuestos por la presencia de alelos
HLA DRB1*102, 0404 y 1406 >7!314,
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El area mejor estudiada en Pert es el departamento de
Ucayali en donde Galarza y col®. encontraron un foco de
PFE en el distrito de Campo Verde (70° longitud oeste,
10° latitud sur) con una tasa de prevalencia de 4,3 casos
por 10 000 habitantes, la aparicion de 1-3 casos nuevos
por afio y un registro de 17 casos desde el afio 2001
(Hospital Regional de Pucallpa y Hospital de Apoyo N° 2
de Yarinacocha).

En el distrito de Campo Verde se ubica la comunidad de
Pueblo Libre (Localizada a 44 Km. de la ciudad de Pucallpa)
en donde Ortega y col reportaron la presencia de anticuerpos
anti-desmogleina 1 en 31,7% (13/41) de sujetos sanos'®. Los
autores en el afio 2005 realizamos un censo epidemioldgico
en Pueblo Libre encontrando que la poblacion total de esta
comunidad estaba compuesta por 115 personas.

Si bien es cierto que las caracteristicas clinicas y
epidemioldgicas de los pacientes han sido determinadas,
se encuentran disponibles pocos datos en sujetos sanos
de areas endémicas de nuestro pais y no se tiene datos
publicados de la presencia de anticuerpos anti desmogleina
1 y 3 en familiares de pacientes.

El presente estudio tiene por objetivo comparar las
caracteristicas inmunopatoldgicas de los sujetos sanos
de Pueblo Libre (Campo Verde-Ucayali) endémico para
pénfigo foliaceo, con familiares sanos de pacientes con
pénfigo foliaceo endémico (PFE) y controles sanos de
areas no endémicas mediante la deteccion con ELISA de
anticuerpos IgG anti desmogleina 1 y 3, asi como realizar
un seguimiento luego de 3 afios en los sujetos sanos de
Pueblo libre estudiados por Ortega-Loayza.

MATERIALY METODOS
Diseno

Estudio prospectivo, comparativo y multicéntrico,
realizado de junio a agosto del 2006 en los departamentos
de Ucayali y Lima. La muestra estuvo constituida por tres
grupos de investigacion:

* Grupo 1: conformado por 41 sujetos sanos de la
comunidad de Pueblo Libre (distrito de Campo Verde,
endémico para pénfigo foliaceo) a quienes se les habia
determinado previamente la presencia de anticuerpos anti
desmogleina 1 (2003).

* Grupo 2: conformado por 11 familiares sanos de
pacientes con pénfigo folidceo endémico que recibian
tratamiento en el Servicio de Dermatologia del Hospital
Regional de Pucallpa y en el Hospital Nacional Dos de
Mayo (Referidos de la ciudad de Pucallpa).

* Grupo control: conformado por 20 sujetos sanos (Donantes
voluntarios de sangre) de areas no endémicas de la
enfermedad (Ciudades de Pucallpa, Chachapoyas y Lima).

Técnica y método

Inicialmente, los pobladores de Pueblo Libre (Figuras
1 y 2), familiares de pacientes y donantes de sangre de
areas no endémicas fueron evaluados por un especialista
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en Dermatologia para confirmarse la ausencia de
enfermedades ampollares. Luego se obtuvo muestras de
sangre para la realizacion del estudio inmunopatolégico
mediante ELISA para anticuerpos anti-desmogleina 1
(IgG total y subclases) y anti-desmogleina 3 (IgG total) de
acuerdo a la técnica descrita por Ishi y Amagai'®',

Inmunoensayos y recoleccion de muestras

Las muestras fueron conservadas a — 20° C siendo
almacenadas inicialmente en el Instituto de Investigaciones
Clinicas de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos
(Lima, Pertl) y luego transportadas segin protocolo a
los Laboratorios de Investigacion Dermatologica de la
Universidad de Carolina del Norte de Chapel Hill (U.S.A)
donde se realizo su procesamiento y lectura.

Procesamiento de muestras

Para los estudios de ELISA se gener6 formas recombinantes
de DSG 1 y DSG 3 mediante su produccion en baculovirus'®.
Para fijar los valores de corte se realizo la estandarizacion de
la prueba con muestras de sangre de sujetos sanos y pacientes
con pénfigo folidceo endémico de Brasil y Pert usando el
analisis de caracteristicas operativas del receptor (ROC). Los
resultados fueron expresados como valores indice de acuerdo
a lo reportado por Amagai y col. en el afio 19997

Cilculo del valor indice para ELISA:

Valor (D.O muestra evaluada) (D.O control negativo) x 1000

indice .. .
(D.O control positivo) (D.O control negativo)

D.O = Densidad éptica.

Figuras 1 y 2: Comunidad de Pueblo Libre ubicada en el distrito de
Campo Verde (Ucayali, Pert1) expuesta a condiciones ambientales
predisponentes para Pénfigo Folidaceo Endémico.
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En la Tabla 1 se puede apreciar los valores de corte y
nimero de sujetos evaluados para estandarizacion de
ELISA.

Tabla 1 Valores de corte y nimero de sujetos
evaluados para estandarizacion de ELISA.

N° sujetos
ELISSA Punto de corte para
Valor Indice estandarizacién
IgG total anti-desmogleina 1 20 57
IgG1 anti-desmogleina 1 12 100
IgG2 anti-desmogleina 1 13 100
IgG3 anti-desmogleina 1 6 100
IgG4 anti-desmogleina 1 10 100
IgG total anti-desmogleina 3 20 57

Analisis estadistico

La estadistica descriptiva se realizd con el programa SPSS
version 13.0. Se usoé inicialmente estadistica univariada
(Descriptiva), luego estadistica inferencial con las pruebas
chi cuadrado y analisis de varianza (ANOVA) de una
via. Para correlacionar los valores de anticuerpos anti
desmogleina 1 y anti desmogleina 3 (ELISA) se calculo
el coeficiente de correlacion de Pearson ().

Aspectos éticos

Con relacion a los aspectos éticos, los sujetos aceptaron
enrolarse voluntariamente en el estudio y firmaron un
consentimiento informado respetandose sus derechos de
acuerdo a la Declaracion de Helsinki.

RESULTADOS

* Anadlisis en sujetos sanos de Pueblo Libre

- Anticuerpos IgG (total y subclases) anti-
desmogleina 1

En un primer analisis realizado entre febrero y marzo
del 2003 se evalud a 41 sujetos sanos encontrandose
que 13 (31,7%) fueron positivos para anticuerpos anti
desmogleina 1 mediante ELISA. Luego de 3 afos, 6
pacientes que no presentaban anticuerpos han virado a
positivos (14,6 %) siendo la prevalencia final de 46,3 %y
en 2 sujetos evaluados se encontrd un valor indice mayor
de 100 (Fuertemente positivo). De los 19 positivos (19/41),
se encontraron disponibles para el analisis 16 (Tabla 2). El
patron predominante en las subclases de Inmunoglobulina
G fue el 1gG2 (62,5 %) y el IgG1 (56,3 %) los cuales son
considerados no patogénicos. Un sujeto sano fue positivo
para IgG4 y para las otras las subclases de IgG.

- Anticuerpos IgG anti-desmogleina 3

En 13 personas sanas (31,7 %) se detect6 anticuerpos anti-
desmogleina 3 los cuales se expresaron simultdneamente
con los anticuerpos anti-desmogleina 1 en 10 personas
(62,5 %); cuatro sujetos sanos (30,8 %) presentaron un
valor indice mayor de 100. Existi6 alta correlacion entre
los valores indice de IgG total anti-desmogleina 1 y anti-
desmogleina 3 (r = 0,76), la cual fue significativa a un
nivel o = 0,01. Ver Grafico 1.
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Grafico 1. Correlacion entre valores indice de IgG total anti-
desmogleina 1 y anti-desmogleina 3 en sujetos sanos de Pueblo Libre.

* Anailisis en sujetos sanos familiares de pacientes
con PFE

- Anticuerpos IgG (total y subclases) anti-
desmogleina 1

Para los sujetos sanos familiares de los pacientes
con PFE (n = 11), 5 fueron positivos para anticuerpos
antidesmogleina 1 (45,5 %). Los familiares estuvieron
compuestos por 2 grupos: los que vivian en areas endémicas
de PFE (n = 6) y los de areas no endémicas (n = 5); no
existiendo diferencia significativa en los valores indice
de anticuerpos entre ambos grupos. Las personas sanas
con parentesco de primer grado con los pacientes con
PFE fueron los que expresaron con mayor frecuencia
anticuerpos anti-desmogleina 1 (60,0%) seguidos por los
de segundo grado (40,0 %).

El analisis de las subclases de IgG mostr6é un patrén
predominante IgG1 (63,6 %) e IgG2 (54,5 %); en ninglin
sujeto sano se expreso IgG4 . Ver Tabla 3 y Grafico 2.

Tabla 2. Distribucion de las subclases de anticuerpos anti-desmogleina 1 Ig G en sujetos sanos que habitan
en el foco endémico Pueblo Libre en el distrito de Campo Verde.

ELISA IgGl1 % IgG2 % IgG3 % IgG4 %
Positivo 9 53,6 10 62,5 2 12,5 1 63
Negativo 7 46,4 6 375 14 87,5 15 937
TOTAL 16 100,0 % 16 100,0 % 16 100,0% 16 100,0 %

Prueba x?; p< 0.001
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Grafico 2. Analisis de subclases de inmunoglobulina G anti
desmogleina 1 en poblacion de sujetos sanos de pueblo libre,
familiares de pacientes con PFE y controles sanos.

- Anticuerpos IgG anti-desmogleina 3

En 6 personas sanas (54,5 %) se detectd anticuerpos anti
desmogleina 3 que se expresaron simultdneamente con
los anticuerpos anti-desmogleina 1 en 4 personas (36.4
%); de los positivos, 4 correspondian a areas endémicas
y 2 a areas no endémicas. Solo 1 sujeto presentd un valor
indice mayor de 100. Al correlacionarse los valores
indice de anticuerpos anti-desmogleina 1 y 3, no se
encontr6 correlacion estadisticamente significativa para
los familiares de areas endémicas (r = 0,75; p = 0,145) ni
para los de areas no endémicas (r = - 0,77; p = 0,071).

* Analisis en sujetos sanos de areas no endémicas

Se evalué a 20 sujetos sanos de areas no endémicas de
Lima, Chachapoyas (Amazonas) y Pucallpa (Ucayali),
detectandose anticuerpos anti-desmogleina 1 en 2 de
ellos (10,0 %) y anti desmogleina 3 en ninguno de los
sujetos. Los valores indice pueden observarse en la Tabla
4 y Grafico 2.

DISCUSION

El presente estudio muestra que la presencia de anticuerpos
anti-desmogleina 1 es un fendmeno frecuente en sujetos
sanos de focos de PFE asi como en familiares sanos de
pacientes. En Pueblo Libre, area endémica de PFE, en el

lapso de tres afios de seguimiento la prevalencia aumento
de 31,7 % a 46,3 % probablemente por accion de factores
ambientales. En ambos grupos se present6 una respuesta
no patogénica IgG1 e IgG2, predomi-nantemente [gG2 en
sujetos procedentes del area endémica de Pueblo Libre y
principalmente de tipo IgG1 en familiares de pacientes.
De este modo se demuestra la heterogenicidad de las
subclases de inmunoglobulina G anti desmogleina 1 de
acuerdo a lo descrito por Warren5,18 en sujetos sanos.
El analisis de los familiares de pacientes con PFE mostro
que éstos presentaron valores indices mayores que los
sujetos sanos de el area endémica, pero la prevalencia
de anticuerpos anti desmogleina 1 fue similar en ambos
(45,5 % vs 46,3 %).

De manera andloga a lo descrito por Hilario-Vargas para
areas endémicas de Brasil, nosotros encontramos que los
sujetos sanos de Pueblo Libre presentaron anticuerpos
antidesmogleina 3 con una prevalencia del 31,7 % similar
a la reportada en Lima o Verde-Brasil (36,0%)".

Los argumentos presentados por Hilario-Vargas a favor
de un factor desencadenante ambiental de anticuerpos
antidesmogleina 3 en los focos de PFE son la prevalencia
de anticuerpos anti-desmogleina 3 similar a la de
anticuerpos anti-desmogleina 1 y que la proporcion de
sueros de sujetos normales positivos se incrementa con
la proximidad a los focos endémicos'. Adicionalmente,
se ha reportado en Brasil una forma endémica de
pénfigo vulgar®® y que una fraccion de pacientes con
pénfigo folidceo endémico y no endémico expresan
simultaneamente anticuerpos anti-desmogleina 1 y 3%'.
Una hipdtesis que desestimaria la induccion ambiental
de anticuerpos anti-desmogleina 3 seria que debido a la
similitud entre ambas caderinas desmosomales (DSG-1
y DSG-3) podria existir reactividad cruzada para los
anticuerpos'®?2,

Nosotros encontramos que las prevalencias de ambos
anticuerpos son similares en el area endémica estudiada
y existe fuerte correlacion lineal positiva entre sus
valores indices (Grafico 1), relacion que podria existir
en el caso reactividad cruzada pero que deberia repetirse
en los familiares de los pacientes. Por otro lado, existe
controversia acerca de la prevalencia real de anticuerpos
anti-desmogleina 3 en familiares sanos de pacientes con
PFE puesto que la mayoria de estos en nuestro estudio
procedian de areas endémicas por lo que son susceptibles
de haber recibido influencia ambiental, sin embargo

Tabla 3. Distribucion de las subclases de anticuerpos anti-desmogleina 1 IgG en sujetos sanos familiares de
pacientes con PFE en Peru.

ELISA IgG1 % IgG2 % IgG3 % IgG4 %
Positivo 7 63,6 % 6 54,5 % 3 273 % 0 0,0 %
Negativo 4 36,4 % 5 45,5 % 8 72,7 % 11 100,0 %
TOTAL 1 100,0 % 11 1000 % 11  100,0 % 11 100,0 %

Prueba % p = 0.010
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Tabla 4. Valores indice promedio de subclases de anticuerpos IgG anti desmogleina 1 en poblacién de sujetos
sanos de Pueblo Libre, familiares de pacientes y sujetos sanos de dreas no endémicas.

Valores indice promedio

Grupo de investigacién

1gG1 1gG2 1gG3 IgG4
Sujetos sanos Pueblo Libre (n=41) 202 £21,0® 20,9 272 @ 34+27 S11,0 £ 9,6 @
Familiares pacientes con PFE (n=11) 27,9 £ 24,7 @b 27,2 + 33,8 @b 52+43 -13,8+8,0@
Sujetos sanos dreas no endémicas (n=20) -53+154 -10,6 = 17,5 2,7+3,1 -229+7,0

(a) Diferencia de medias estadisticamente significativa con controles area no endémica a un nivel a = 0.05.
(b) Diferencia de medias estadisticamente significativa con sujetos sanos de Pueblo Libre a un nivel o = 0.05.
(¢) Diferencia de medias estadisticamente significativa con familiares de pacientes a un nivel o = 0.05.

este fenomeno también fue observado en observado en
familiares sanos de areas no endémicas.

A diferencia de los sujetos de Pueblo Libre, los familiares
sanos de pacientes (tanto de areas endémicas como no
endémicas) no mostraron correlacion significativa entre los
valores indice de ambos anticuerpos. Esto es un argumento
en contra de la teoria de la reactividad cruzada de anticuerpos
puesto que si ésta existiese, deberiamos encontrar correlacion
para los valores indice de manera similar que para los sujetos
sanos de Pueblo Libre lo que estaria a favor del argumento
que el desarrollo de anticuerpos anti-desmogleina 3 seguiria
un patron similar al de los anticuerpos anti-desmogleina 1:
inducido por factores ambientales.

Se presentaron anticuerpos anti-desmogleina 1 en el 10%
de sujetos sanos de areas urbanas no endémicas para
pénfigo foliaceo los cuales procedian de Pucallpa. Esto
puede atribuirse a la cercania de esta ciudad con las arecas
endémicas de PFE (44 Km); de este modo, las personas que
viven en areas no endémicas se desplazan a areas rurales
con fines agricolas o de comercio siendo expuestos por
periodos transitorios a los factores ambientales induciendo
la produccién de anticuerpos, lo cual concuerda con lo
descrito por Ortega y col. para personas sanas de Pucallpa
en el ano 20035,

En conclusion, las personas sanas expuestas a la factores
ambientales de los focos endémicos de pénfigo folidceo
y los familiares de pacientes desarrollan anticuerpos no
patogénicos anti-desmogleina 1 y 3 con prevalencia y
caracteristicas inmunopatologicas similares siendo la
respuesta mas intensa en los familiares de pacientes. Esto
explica la presencia de casos de pénfigo en sujetos de areas
endémicas que previamente habian desarrollado anticuerpos
anti-desmogleina 1 cuando se encontraban sanos asi como
la presencia de casos familiares de la enfermedad®-9.
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